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〔原著〕
　筋細胞は生体内の他の組織と比較し断続的に
機能変化を起こすことで，可塑性に富むといわ
れている。具体的にはトレーニングなどによる
活動量の増大は筋肥大を引き起こし，逆に不活
動などによる筋活動量の低下は骨格筋に廃用
性筋萎縮などの退行性変化をもたらす［13，
20，21］。この筋細胞の可塑性には，1つの筋
細胞に含まれる筋線維核の数が関係していると
考えられている。すなわち筋細胞は多数の核を
含む多核細胞であるが，この筋線維核1つの遺
伝子情報によって支配・調節される細胞質の領
域は一定であるため，筋線維核数と筋細胞のサ
要　　旨
　適切な負荷量で筋収縮を行うと筋肥大が生じる。しかし，筋収縮の何が引き金となり，どの細胞内
シグナルを経て筋肥大に至るのか解明されていない。一方で，筋肥大や筋萎縮からの回復促進時に筋
線維核数が大幅に増加することが知られている。この核数増加には既存の筋線維への筋衛星細胞の取
り込みが関与すると考えられるが，成熟後の筋線維において筋衛星細胞が取り込まれるか否かは様々
な報告により見解が分かれている。そこで本研究は，初代培養筋管細胞の筋収縮活動モデルを確立し，
そのモデルにGreen Fluorescent Protein （GFP）標識した筋衛星細胞を添加・共培養することで，筋
管成熟後の筋衛星細胞取り込みを観察した。その結果，筋収縮を行うとGFP 陽性の筋管細胞が多く
観察され，刺激下の培養筋管細胞で筋衛星細胞の取り込みが再現できた。このモデルを用いれば，今
後筋衛星細胞の取り込みのメカニズムの一端が解明できる。
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イズには比例関係があるといわれる［17］。つ
まり，筋細胞のサイズが増大するには，筋線維
核数の増加が必要であると考えられる。
　成熟した筋細胞において筋線維核はそれ以上
分裂しないといわれる［19］。従って，成熟し
た筋細胞の筋線維核数が増加するためには細胞
外から取り込まれる必要がある。この役割を筋
衛星細胞が担っていると考えられている。実際
にラットヒラメ筋は共同筋切除による過負荷状
態によって筋線維のサイズが増大するときに
は，筋衛星細胞が既存筋線維へ取り込まれ，筋
線維核が増加すると報告されている［18］。一
方で，この筋衛星細胞の分化・融合能を抑制し，
筋線維核数の増加がなくても，筋線維サイズの
肥大が生じるという報告［9］もあり，意見が
分かれる。リハビリテーションの対象に多い萎
縮した筋細胞の回復においては，筋線維核数の
増加は起こらず，筋構成タンパク量の変化のみ
が主に働くという考え方が主流である。実際に，
ラット足関節底屈筋群の筋衛星細胞の増殖・融
合を抑制した状態でも，筋線維サイズの筋萎縮
からの回復が生じると報告されている［2］。一
方，尾部懸垂により筋萎縮を誘導した後，再荷
重に加えて積極的な運動刺激を与えると，筋線
維サイズの回復が促進するとともに，筋線維核
数が大幅に増加するという報告［5］もある。
すなわち，自然回復とは異なる筋線維サイズの
早急な回復，変化が起こる環境下では，筋衛星
細胞の取り込みによる筋線維核数の増加が鍵と
なっていると考えられる。しかし，その取り込
み現象の決定的な証拠はなく，筋細胞へ筋衛星
細胞が取り込まれるメカニズムや関与する因子
は不明である。
　このような筋衛星細胞取り込みのメカニズム
が解明されていない理由の一つとして，分子・
細胞レベルで詳細に検討できる in vitroモデル
が少なく，筋収縮による筋細胞サイズの増大時
に起こる筋衛星細胞の取り込み現象を再現した
モデルがないことがあげられる。例えば，培養
心筋細胞に対して電気刺激を与えるモデルがあ
るが［8］，自己収縮能がある心筋細胞に対して
ペーシング作用を見たモデルであり，骨格筋細
胞のモデルとは異なる。同様に電気刺激によっ
て筋収縮を起こす in vitroモデルでは，トリ胚
胸筋由来の初代培養筋管細胞モデルがあるが
［1］，鳥類の細胞であり，ヒトをはじめとする
哺乳類の筋とは性質的に異なる部分がある。ま
た，マウス骨格筋由来の細胞株であるC2C12
に電気刺激や伸張刺激を与えるようなモデルも
散見されるが［15］，C2C12は腫瘍性細胞であ
り，正常な細胞の状況を反映しているとは言い
難い。以上のように少なくとも我々が調べた限
り，正常な哺乳類由来の細胞を用いて作製した
筋収縮誘発モデルは見当たらない。
　そこで本研究はこれらを解明する第1段階と
して，第1に健常な近交系マウスから単離した
筋衛星細胞を筋管細胞まで初代培養し，電気刺
激によって筋収縮を起こさせる in vitroモデル
を確立すること，第2に確立したモデルを用い
て筋収縮による筋細胞サイズの増大時に，筋衛
星細胞の取り込みが生じるかどうかを確認し，
その現象を観察可能な状態で再現することを目
的とした。
材料と方法
1）筋収縮による筋肥大モデルの確立
　マウスヒラメ筋から筋衛星細胞を単離し，筋
管細胞まで初代培養した後，電気刺激による筋
収縮を惹起させ，筋肥大が起こるかどうかを評
価した（Fig. 1）。本実験は名古屋学院大学動物
実験委員会に諮り，承認を得た後に行った（承
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認番号：2014―001）。
筋衛星細胞の単離と初代培養
　6週齢のC57BL/6Jマウス（日本クレア）の
ヒラメ筋から単離した筋衛星細胞を使用した。
マウスは筋を採取するまで，25℃に設定した
室内で飼育し，餌と水は自由に与えた。マウス
の両側後肢からヒラメ筋を腱－腱で採取した。
筋衛星細胞を単離するために，採取したヒラ
メ筋を0.20% collagenase type I （Worthington 
Biochemical） in Dulbecco’s modified eagle’s 
medium-high glucose（DMEM, Life Tec.） に
入れ，筋束をほぐすため37℃で100分間消化
した。その後，1.0% penicillin-streptomycin
（PS，Wako）in DMEMを入れた深皿ディッシュ
（Thermo Fisher, 5.0% bovine serum albumin
（BSA, Sigma-Aldrich） in phosphate buffered 
saline （PBS, T9182, Takara Bio）でコート）内
に移して洗浄し，さらにBSAコートしたガラ
スピペットでピペッティングすることにより
機械的に筋束を分解して筋線維を単離した。
単離した筋線維の浮遊液はBSAコートしたマ
イクロチューブに移し，同量（約200 µl）の
trypsin-EDTA（0.25%，Life Tec.）を入れ，イ
ンキュベート後（37℃，10分間），再度ピペッ
ティングにより，筋衛星細胞を単離した。
　単離した筋衛星細胞は，MatrigelⓇ （Corning）
コートした35 mmディッシュ（SPL Life 
Science）に播種し，5日間growth medium（GM）
で増殖培養した（37℃，5.0% CO2）。GMの
組 成 は，fetal bovine serum（30%，Sigma-
Aldrich），chick embryo extract（1.0%，CEE，
USBio），basic fibroblast growth factor（10 ng/
ml，Wako），Penicillin-Streptmycin solution
Fig. 1　筋衛星細胞の単離と分化誘導
採取した筋衛星細胞を筋管細胞まで分化誘導するまでの手順を模式図に示す。A：マウスから採取
した筋を消化し筋線維に分離し，機械的に粉砕して筋衛星細胞を単離した。これを5日間増殖培養
した。B：増殖培養した筋衛星細胞を回収，再播種し，筋管細胞まで分化誘導した。
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（1.0%，PS，Wako）in DMEMとした。5日間
の増殖培養後，trypsin-EDTA（0.25%）で細
胞を回収し，Scepter2.0 Cell Counter（Merck，
40 µmフィルター使用）を用いて細胞数を測定
した。1ディッシュあたり1.0×105 個 /mlの濃
度で再播種し，再び増殖培養した。再播種は
ディッシュ内でMatrigelⓇ コートしたカバーガ
ラス上に置いたシリコンリング（3.0 mm厚，
直径10 mm穴）内に行った。再播種から2日後，
differentiation medium（DM）に培養液を切り
替え分化誘導した。DMの組成はhorse serum
（10%，Sigma-Aldrich），CEE（0.50%），PS
（1.0%）in DMEMとした。培養期間中，GM
およびDMの交換は24時間毎に行った。
電気刺激による筋収縮誘起
　DMに交換してから2日後の筋管細胞に対し
て電気刺激を与え，筋収縮を誘発した（MC群）
（Fig. 2）。なお，予備的実験でDMによる分化
誘導をして2日目には，筋衛星細胞が筋管細胞
の形態まで分化し，部分的に自己収縮が観察で
きるまで成熟することを確認している。本研究
は，この時期の筋管細胞を対象として用いた。
　電気刺激は，C-PACE EP（Ion Optix）と35 
mmディッシュ用の電極（C-Dish，Ion Optix）
を用いて行った。電気刺激の条件は，トリ胚胸
筋由来の初代培養筋管細胞モデル［15］に用
いられた条件を参考にし，10 V，60 Hzの電気
刺激を，10秒間に1回の頻度で48時間連続的
に与えた（電気刺激条件①）。また高周波数の
電気刺激により細胞接着が破壊され，細胞が剝
がれる可能性を考慮し，上記の条件よりも弱い
10 V，30 Hzの電気刺激を10秒間に1回の頻度
で，48時間連続的に与える細胞群も作製した
（電気刺激条件②）。これらの条件の電気刺激に
よって，筋収縮が誘起できているかどうかを
確認するために，電気刺激開始直後，24時間
後，48時間後に位相差顕微鏡（DM IL LED，
Leica）下で観察した。なお，電気刺激によっ
て筋収縮を誘発しない細胞群（nMC群）も作
製し比較することで，筋管細胞の自己収縮か，
電気刺激による制御された筋収縮かを確認した。
筋収縮効果の評価―染色および筋管細胞横径の
測定
　48時間の電気刺激終了後，MC群，nMC群
の筋管細胞を染色し，その横径を計測した。
rhodamine phalloidinを用いて筋管細胞を構成
するアクチンを標識し，筋管細胞の大きさの
指標とした。具体的にはまず，4.0% paraform 
aldehyde（PFA，Sigma-Aldrichin）　in PBSに
て10分間固定処理した。PBSで洗浄後（3分，
3回），3.0% BSA in PBSで，37℃，45分間ブ
ロッキング処理した。ブロッキング後，PBS
で洗浄し(3分間，3回)，rhodamine phalloidin
（1: 500，Molecular Probes）in PBSで，遮光
しながら37℃で60分間反応させた。PBSで洗
浄後（3分間，3回），90% glycerol（Kanto）
in　distilled water （DW）で封入し，観察に用
いた。染色したサンプルは蛍光顕微鏡（BX51，
Olympus）下で撮影し，画像分析ソフト
（ImageJ）により，筋管細胞の横径を計測した。
1視野で観察し得るすべての筋管細胞の横径を
計測し，その内中央値10本の筋管細胞を比較
データに用いた。各群合計7視野ずつ測定し平
均値を算出した。群間の比較にはStudent’s t
検定を用い，有意水準は5.0%未満とした。
2）筋衛星細胞の取り込み現象の再現
　1）の筋収縮による筋管細胞サイズの増大に
伴って筋衛星細胞が取り込まれるかどうかを
可視化するため，電気刺激による筋収縮期間
最終分化した筋細胞への筋衛星細胞の取り込みモデル
― 5 ―
にGreen Fluorescent Protein （GFP）標識され
た筋衛星細胞を共培養し（Fig. 3），筋衛星細胞
取り込みを評価した。本実験は名古屋学院大学
動物実験委員会および名古屋学院大学DNA組
み換え実験安全委員会に諮り，承認を得た後に
行った（承認番号：2014―001，D2016―001，
D2017―001）。
筋衛星細胞の単離と筋収縮活動モデルの作成
　1）と同様の方法でC57BL/6Jマウス（WT
マウス，日本クレア）のヒラメ筋から筋衛星
細胞を単離した。後に添加するGFP標式され
た筋衛星細胞は，C57BL/6-Tg（CAG-EGFP）
131Osb/Ley SopJマウス（グリーンマウス，
Jackson Lab.）のヒラメ筋から単離した。いず
れのマウスも筋を採取するまで，室温25℃，
12hの明暗サイクルに設定した室内で飼育し，
餌と水は自由に与えた。
　WTマウスから単離した筋衛星細胞を1）と
同様の方法で筋管細胞まで分化誘導した。この
筋管細胞に対して，1）と同様にC-Pace EPと
C-Dishを用いて電気刺激し，筋収縮を誘発し
た。電気刺激の条件は，1)の結果を踏まえ，10 V，
30 Hzの電気刺激を，10秒間に1回の頻度で48
時間連続的に与える条件とした（電気刺激条件
②）。
筋収縮活動モデルとGFP陽性筋衛星細胞の共
培養
　DMに培養液を切り替えてから2日後のWT
タイプの筋管細胞に対して，1）の方法でグリー
ンマウスから単離した筋衛星細胞を添加し，定
Fig. 2　電気刺激による筋収縮の惹起
電気刺激による筋管細胞の筋収縮誘導のプロトコルを模式的に示す。A：電気刺激のため
の刺激装置（C-Pace EP，Ion optix）と培養細胞用電極（C-Dish，Ion optix）。B：培養した
筋管細胞に対して6―6時間の周期で電気刺激を与えた。刺激後0，24，48時間の時点で観
察し，48時間後の細胞は染色し横径を測定した。C：電気刺激は10V，30もしくは60 Hz
のバイフェージック刺激で1回 /10秒の頻度で与えた。
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着させるため24時間同一ディッシュ上で培養
した。その後，上述の方法で電気刺激による筋
収縮活動を誘起した。
筋衛星細胞取り込みの評価
①位相差顕微鏡像での経時的観察
　筋収縮活動により筋管細胞への筋衛星細胞の
取り込みが誘起されているかどうかを確認す
るため，電気刺激開始3，6，12，24，36，48
時間後の時点において位相差顕微鏡（DM IL 
LED，Leica）下でブルーライトを照射し，観
察した。なお，非電気刺激群も作製し比較する
ことで，筋管細胞への筋衛星細胞の取り込みが
電気刺激による筋収縮によって促進されたかど
うかを確認した。
② 免疫組織化学染色を用いたGFP陽性細胞の
可視化
　GFPの自己蛍光性質は比較的弱いため，そ
の位置を自己蛍光のみで検出し切れない可能性
がある。そこで，電気刺開始3，6，12，24，
36，48時間後の細胞に抗GFP抗体を用いた免
疫組織化学染色を施した。この染色像から輝度
を測定し，筋衛星細胞が取り込まれる時期や量
を評価した。
　免疫組織化学染色はすべて遮光下で操作し
た。まず，各時点の細胞群を4.0% PFA in PBS
にて10分間固定処理した。PBSで洗浄後（3
分間，3回），3.0% BSA in PBSで，37℃，45
分間ブロッキング処理した。PBSで洗浄後（3
分間，3回），一次抗体としてrabbit anti-GFP 
monoclonal antibody（1: 250，EPR14104，
abcam）in PBSで，37℃，60分間反応させた。
洗浄後，二次抗体としてAlexa FlourⓇ 488 goat 
anti-rabbit IgG antibody（1: 400，A11008，
Thermo Fisher）in PBSで，37℃，45分間反
応させた。なお，核染色のため4`,6-diamidino-
2-phentylindole （DAPI，1: 1000，Sigma-
Fig. 3　GFP陽性筋衛星細胞と筋管細胞の共培養
グリーンマウスから採取した筋衛星細胞をWTタイプの筋管細胞とともに，電気刺激下で共培養す
るまでの手順を模式図に示す。
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Aldrich）を二次抗体反応液に混合した。二次抗
体の反応後，1% BSA in PBSで2回，DWで1
回の順で洗浄し，90% glycerol in DWで封入し
た。
　染色したサンプルは蛍光顕微鏡（BX51，
Olympus）下で撮影し，デジタルデータに取り
込んだ。取り込んだ画像はImage Jを用いて，
GFP陽性領域の輝度値を測定した。輝度値の
測定は各時点の細胞群から6視野ずつ行い，視
野領域全体の輝度値に対するGFP陽性領域の
輝度値を求めた。求めた値は，各時点で平均値
を算出し，比較した。群間の比較には一元配置
分散分析を用い，多群間比較に Tukey 法を用
いた。有意水準は5.0%未満とした。
結果
1）筋収縮による筋肥大モデル
①筋収縮活動を誘発するための電気刺激条件
　電気刺激条件①で筋収縮を誘起させた細胞
は，電気刺激開始24時間後の観察において，
一部の細胞が死滅し，ディッシュ底から剝がれ
た像が観察された。一方，電気刺激条件②で筋
収縮を誘起させた細胞は，48時間ディッシュ
底から剝がれることなく形態を維持した。こ
の条件での電気刺激開始直後には，顕微鏡下に
Fig. 4　電気刺激で誘導した筋収縮による筋幹細胞横径の変化
電気刺激による筋収縮を誘起した細胞（B）と電気刺激を与えなかった細胞（A）の rhodamine phalloidin染色像を
示す。これらの染色像から測定した筋幹細胞横径の平均値±標準偏差をCに示す。電気刺激による筋収縮を行っ
た方が行わなかった細胞に比べ横径が有意に太かった。
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て筋管細胞の自己収縮とは異なる電気刺激に同
期した筋収縮が観察できた。また，電気刺激開
始24時間後の観察ポイントには電気刺激の頻
度に合わせて細胞全体に筋収縮が観察され，こ
の筋収縮は48時間途切れることなく確認され
た。以上のことから，本研究では電気刺激条件
②を採用し，以降の実験に用いた。
②筋収縮活動による筋管細胞横径の増大
　電気刺激条件②で48時間筋収縮を誘起させ
たMC群の筋管細胞の横径の平均値は14.91±
1.02 µmであり，電気刺激を与えずに培養した
nMC群の横径（10.13±1.13 µm）に比べ，有
意に高値を示した。（Fig. 4）。
2）筋衛星細胞の取り込み現象の再現
① 位相差顕微鏡画像から見る筋衛星細胞の取り
込み現象
　筋管細胞にGFP陽性筋衛星細胞を添加して
共培養すると，共培養開始3，6時間程度まで
は，単核の筋衛星細胞であると考えられる直径
5 µm程の円形状にのみ，GFP陽性の領域が観
Fig. 5　各観察ポイントでの位相差顕微鏡像
左列は電気刺激による筋収縮を加えた細胞群で，右列は筋収縮を誘起させず共培養した細胞群の位相差顕微鏡像
である。上から共培養開始3，6，12，24，36，48時間後の代表的な画像である。矢印は筋管細胞内に観察される
GFP陽性の領域。電気刺激による筋収縮を加えると，加えない細胞に比べ，共培養開始12，24時間後のポイント
でGFP陽性の領域が多く観察された。
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察された（Fig. 5）。共培養開始12，24時間が
経過すると徐々に線状の筋管細胞内にGFP陽
性の領域が観察されるようになった。この筋管
細胞に電気刺激を加えて培養すると，共培養開
始12，24時間には，筋管細胞内のGFP陽性の
領域が多く観察された。
② 免疫組織化学染色画像から見る筋衛星細胞の
取り込み現象
　GFP陽性の領域を位相差像よりもより明確
に検出するために，電気刺激開始3，6，12，
24，36，48時間後の細胞群に免疫組織化学染
色を施したところ，12，24，36時間後の時点
で線状の筋管細胞の形状をしたGFP陽性の領
域が，3，6時間後の時点に比べ多く観察され
た（Fig. 6A）。電気刺激開始48時間後の時点で
は，他の時点に比べ，GFP陽性の領域が少な
かった。
　このGFP陽性の領域の視野面積あたりの
輝度値は，電気刺激開始3時間後から36時間
後の各時点の間で有意な差がなかった（Fig. 
6B）。電気刺激開始48時間後の時点では，他群
に比べ有意に低値を示した。
Fig. 6　免疫組織化学染色像とGFP陽性領域の輝度
A：電気刺激による筋収縮を加えた細胞群の代表的な免疫組織染色像を示す。赤矢印は筋管細胞内に観察される
GFP陽性の領域。B：Aの写真から算出した視野面積あたりのGFP陽性領域の輝度値。共培養開始3時間後から
36時間後の細胞の間に有意な差はなく，48時間後にのみ，3，12，24，36 時間後の細胞との間に有意な差があった。
*p＜0.01 vs 3，24，36 h，✝p＜0.05 vs 12 h.
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考察
マウス初代培養筋管細胞の電気刺激による筋収
縮活動
　本研究はまず，マウス筋衛星細胞由来の初代
培養筋管細胞に対して適切に筋収縮を起こすた
めの電気刺激条件を検討した。手始めにこれま
でに報告のあるトリ胚胸筋由来の初代培養筋管
細胞モデル［1］に用いられている電気刺激条
件を参考に，15 V，60 Hzの電気刺激を分化培
養2日目の筋管細胞に対して適用し，細胞の様
子を観察した。その結果，電気刺激開始24時
間後には，一部の細胞が死滅し，ディッシュか
ら剝がれた。トリ由来の筋管細胞に比べマウス
由来の筋管細胞では，高周波の電気刺激によっ
て剥がれやすい性質があると考えられる。実際
に，マウスの細胞であるC2C12由来の筋管細
胞に対し電気刺激を行った研究［22，24］で
は電気刺激条件が0～ 15 Hz，10～ 50 Vの範
囲と，トリ由来の細胞に対する条件よりも低周
波の条件が設定されている。そこで本研究にお
いても30 Hz，10 Vの電気刺激に設定し直し，
細胞の様子を観察した。その結果，電気刺激を
48時間与え続けても，細胞が剥がれることは
なく，筋管細胞の形状を維持したまま培養する
ことができた。また，これらの細胞群では電気
刺激に同期して一斉に筋収縮が誘起された。前
述したC2C12由来の筋管細胞は筋管細胞の形
状は形成されていても，収縮能を持つ筋線維の
形成は稀であるとされている。本研究の筋衛星
細胞由来の初代培養筋管細胞モデルは，C2C12
由来の筋管細胞とは異なり，自己収縮の発生に
加え，電気刺激による筋収縮が誘起できる点で
優れたモデルであると考えられる。
マウス初代培養筋管細胞は筋収縮により太くな
る
　本結果より，初代培養筋管細胞に対して電気
刺激による筋収縮活動を誘起させて48時間後
には，電気刺激を与えなかった細胞群に比べ，
太い細胞が多く観察された。前述の通り，初代
培養筋管細胞は電気刺激に曝されなくても自己
収縮を生じる。しかし，電気刺激によって規則
的，周期的な筋収縮活動を生じさせることで，
より筋管細胞径の成長を促すことができること
が明らかとなった。以上のことから，本モデル
は，多くの筋細胞が動員される筋収縮活動を模
擬した in vitroモデルとして利用できると考え
る。
　本モデルは，ディッシュ上にMatrigelⓇ を
コートし，細胞を接着させた。MatrigelⓇ は，
Lamininや typeⅣ collagenなどを含む細胞基
質を模擬したマトリックスである。つまり，電
気刺激により筋収縮活動が生じると，収縮した
細胞底面の膜上と基質との間に力学刺激が加わ
ると推察される。力学刺激によるAkt-mTOR-
p70S6Kタンパク合成経路の活性化について，
近年 integrinやconnectinといった細胞骨格と
細胞表面の基質にまたがる細胞接着分子の関わ
りが指摘されている［10］。我々の本モデルを
用いれば，これらの分子をターゲットとした抑
制実験にも応用でき，筋収縮活動による筋管細
胞肥大のメカニズム解明につながると考える。
筋収縮により筋細胞サイズの増大が促進される
ときには筋衛星細胞が取り込まれる
　筋細胞サイズが増大するときには，筋衛星細
胞が活性化し，筋細胞に取り込まれることで，
筋線維核数を増やすメカニズムが働いていると
考えられる［3，6，14，16，21］。例えば，ラッ
トの前脛骨筋を切除して長指伸筋を4週間機能
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的な過負荷状態に曝すと，筋細胞が肥大するの
に伴って筋線維核数が増加するが，このとき放
射線曝露により筋衛星細胞の増殖・分化能を抑
制すると筋細胞の肥大が生じないことが報告さ
れている［16］。また，Murachら［14］は，
Tamoxifen（TMX）投与により後天的に筋衛星
細胞を不活性化できる組換えマウスに対して，
腓腹筋およびヒラメ筋切除による足底筋の機能
的過負荷を10日間行うと，筋肥大が生じず，
筋線維核数の増加も起こらないことを報告して
いる。以上のことから，筋細胞に負荷が加わり
サイズが増大するときには，筋衛星細胞の活性
化に続いて筋線維核数の増加が必要であると考
えられる。一方，筋線維サイズの増大が起こる
ときに筋衛星細胞の活性化や筋線維核数の増加
は伴わないとの報告もある［2，4，11，12］。
例えばLoweら［11］は，γ線照射により筋衛
星細胞の増殖・融合を抑制したウズラの前広背
筋であっても，3―7日間の過伸長ストレッチを
負荷すると筋細胞の肥大を誘発できることを報
告している。また，Bruusgaardら［2］によれ
ば，尾部懸垂により後肢筋を萎縮させたマウス
に再荷重を14日間行うと，筋細胞サイズが回
復しても，筋線維核数が増加しなかった。さら
にJacksonら［7］は，TMX投与による筋衛星
細胞不活性化組換えマウスの後肢筋を尾部懸垂
により萎縮させても，14日間の再荷重により
筋細胞サイズを回復させることができると報告
している。以上のように，筋細胞サイズが増大
するときに，筋衛星細胞の取り込みが起こり，
筋線維核数が増加するかどうかには相反する報
告がある。ただし，前述の筋衛星細胞の活性化
や筋線維核数の増加を伴わずして筋細胞サイズ
の増大が起こるとする報告［2，7，11］は，
いずれもストレッチや尾部懸垂後に単に再荷重
するだけという比較的軽い負荷で筋細胞サイズ
の増大を誘発している。一方，筋衛星細胞の活
性化や筋線維核数の増加を伴うとする報告［4，
14，16］は，協働筋切除による機能的過負荷
や尾部懸垂後の再荷重に加えて高強度の運動を
行うなど比較的重い負荷で，早い筋細胞サイズ
の増大を促している。実際に，尾部懸垂後の再
荷重のみのBruusgaardら［2］の報告では筋細
胞サイズの回復までに2週間かかるのに対し，
積極的な運動刺激を加えた我々の報告［5，6］
では，1週間で正常なサイズまでの回復を得て
いる。このように早く筋細胞サイズを増大させ
るような過酷な環境下では，筋衛星細胞の取り
込みが必要であると思われる。
　本研究はこの可能性を検証するために，マウ
ス初代培養筋管細胞に対して，培養液交換によ
る成長刺激だけでなく，電気刺激による筋収縮
活動を加えるモデルを採用し，可視化した筋衛
星細胞の取り込みを観察した。その結果，単に
培養液交換のみで培養した筋管細胞群よりも，
電気刺激による筋収縮を誘発した細胞群で筋衛
星細胞が多く取り込まれていることが分かっ
た。以上の結果からも，積極的に筋細胞サイズ
を増大する刺激下では，筋衛星細胞の取り込み
と筋線維核数の増加が必須であると考えられ
る。我々の本共培養モデルは，この積極的な筋
肥大刺激による筋衛星細胞の取り込みが再現で
き，分子，遺伝子学的解析に有用であると考え
る。ただ，生体内環境の完全な再現とまでには
至らない。in vivoモデルと併用してさらに詳
細に検証していくことが課題である。
筋衛星細胞の取り込みが起こる時期
　筋細胞を構成するタンパクは，核にある遺伝
情報をもとに合成される［17］。そのため，前
述のように積極的な運動刺激等で過酷な環境下
に筋をおくと，筋細胞サイズの増大に先行し
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て，筋衛星細胞の取り込み，筋線維核数の増加
が起こると考えられる［3，5，16］。例えば， 
Bruusgaardら［3］は，前脛骨筋切除による長
趾伸筋の機能的過負荷モデルマウスに対して筋
線維核の in vivoイメージングを行い，筋細胞
サイズの増大が確認される3日前（機能的過負
荷開始6日後）に筋線維核数の増加が生じるこ
とを報告している。また，ウズラの前広背筋に
過伸長ストレッチを断続的に加えると，3日後
に筋線維核数が増加し，5日後に筋長の増加が
生じると報告されている［23］。尾部懸垂によ
り萎縮したマウスヒラメ筋でも，スクワット運
動を加えると4日後に筋線維核数が大幅に増加
し，正常レベルまでの筋細胞サイズの回復が7
日後に起こることが報告されている［5］。こ
のように平均して刺激開始から3―4日後，筋線
維サイズの増大の2―4日前に筋線維核数の増加
が生じており，筋衛星細胞が活性化して取り込
みへの過程に入るのは刺激開始3―4日よりも前
の時期であると考えられる。本共培養モデルで
も，筋管細胞横径の増大が観察される筋収縮開
始48時間後よりも前の，筋収縮開始12時間後
から筋管細胞内に筋衛星細胞由来のGFP陽性
領域が観察されはじめ，36時間後にピークと
なった。このことから，筋細胞サイズの増大が
起こる環境下に筋細胞を曝すと，数時間から1.5
日間以内に筋衛星細胞の活性化，取り込みが生
じ，2日から4日の間に筋線維核として生着す
ることで合成できるタンパク量が増し，筋線維
サイズの増大につながると考えられる。
　しかし，本研究結果において，筋収縮開始3，
6時間にも添加した筋衛星細胞由来のGFP陽性
領域が多く見られた。筋管細胞に取り込まれて
いない筋衛星細胞の蛍光が検出されたためと思
われる。また，筋衛星細胞を単離する際に選別
が甘く，混入した線維芽細胞などの蛍光が検出
された可能性もある。その形状（単核細胞か線
状の筋管細胞の一部か）からある程度の鑑別は
つくものの，輝度値を指標とした定量評価はか
なわなかった。今後より有用なモデルとするた
め，取り込まれた後の細胞のみ標識するような
工夫や，磁気細胞分離装置などで筋衛星細胞の
み厳格に選別して材料に供する工夫が必要であ
る。
　まとめると，本研究はマウス初代培養筋管細
胞に電気刺激による筋収縮下で，蛍光標識され
た筋衛星細胞を共培養し，筋細胞サイズの増大
時に起こる筋衛星細胞の取り込みを観察可能な
状態で再現した。筋衛星細胞の取り込み現象
が生じるメカニズムを解明するために有用な in 
Vitroモデルとなったが，その取り込みの程度
を定量的に測ることには課題が残った。今後よ
り有用なモデルへの発展を目指したい。
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Abstract
Exercise training facilitates the recovery of atrophied muscles and increases the number of 
myonuclei to levels above normal.  This increase in myonuclei may occur through the fusion of 
myogenic satellite cells with myofibers, but the underlying mechanism is unclear.  Therefore, we 
developed an in vitro model inducing muscle contraction by electrical stimulation of differentiated 
myotube cells with myogenic satellite cells.  Moreover, we investigated the response of fusion 
between myogenic satellite cells and existing myofibers.  We observed that myogenic satellite 
cells fused with existing myotube cells due to muscle contraction induced by electrical stimulation. 
This model could be used to further investigate the mechanisms underlying the response of fusion 
between myogenic satellite cells and existing myofibers.
Keywords: myogenic satellite cells, fusion; myonuclei, muscle hypertrophy 
A model of myogenic satellite cell fusion to myotubes
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